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本研究では、様々な細胞内シグ、ナノレ伝達系や細胞機能に重要な役割を果たすことが
示されている脂質シグナル分子産生酵素、ホスファチジルイノシトール 4ー リン酸 5ー
キナーゼ（PIP5K）とホスホリバーゼD2(PLD2）について、ジーンターゲッティング法を
利用して個体レベノレで、の生命現象、特に高次脳機能構築における重要性を明らかにし、
個体レベルでの生理機能に直接連関するこれらの分子の機能とシグナノレ伝達機構を細
胞レベルと invitro実験系で解明することを目的として解析を進めてきた。その結果、
細胞レベルで、神経細胞におけるこれらの分子の新たな機能が明らかとなり 、多くの
研究成果をあげることができた。得られた研究成果のほとんどを、原著論文として学
術雑誌に発表しており 、それらを本研究報告書に記載した。
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研究成果
本研究では、様々な細胞内シグナル伝達系や細胞機能に重要な役割を果たすことが示
されている二種類の脂質性シグ、ナノレ分子産生酵素、ホスファチジルイノシ トーノレιリ
ン酸 5・キナー ゼ（PIP5K）とホスホリバー ゼ、D2(PLD2）について、ジーンターゲッティ
ング法を利用した個体レベルでの生理機能、特に高次脳機能構築における重要性を明ら
かにすることを最終目的としている。また、個体レベルでのこれらの脂質性シグナノレ分
子産生酵素の生理機能を推察するために、細胞レベルでの機能解析も行った。その結果、
細胞レベルで、神経細胞におけるこれらの分子の新たな機能が明らかとなり 、多くの研
究成果をあげることができた。また、個体レベルにおいても PIP5Kαの生理機能につい
て新たな知見を得ている。それらの要約を以下に記載した。
【要約】
PIP SKは、ホスファチジルイノシ トー ノレ4ーリン酸のイノシ トー ノレ環5位をリン酸化し
て、様々なシグナノレ伝達系や細胞機能に関与しているホスファチジルイノシ トーノレ 4う5・
二リン酸（PIP2）を産生する脂質キナーゼである。ほ乳類PIP5Kについては、これまで
にα、P、およびYの三種類のアイソザイムとy635とy661、y687の三種類のスプライシン
グ、バリアン トが同定されている。これまでの研究から、PIP5Kは低分子量Gタンパク質
の即10ファミリーGTPaseやARFによって活性化されること、およびPIP5Kは細胞形態
制御やエンドサイ トー シス、エキソサイ トーシスなどの細胞膜のダイナミクスが関与す
る細胞機能に重要な役割を果たしていることが示されている。しかしながら、これらの
各PIPSKアイソザイムに固有の活性調節機構や生理機能については不明な点が多い。ま
た、個体レベルで、の生命現象における個々の PIPSKアイソザイムの役割の解明について
も、緊急課題として残されている。
一方、PLDは、細胞膜構成リン脂質のホスファチジルコ リンを加水分解してコリンと
ホスファチジン酸を産生するリン脂質分解酵素である。これまでから、PLDは、ホルモ
ンや神経伝達物質、増殖因子などの種々のアゴ、ニス トによる細胞刺激により活性化され
ることが明らかにされている。ほ乳類PLDとして、現在までに PLDlとPLD2の二種類
のPLDアイソザイムが同定されており PLDlには PLDlaとPLDlbのスプライシング
バリアン トが存在する。PLDlはinvitroにおいてPIP2の存在下でプロテインキナーゼC
や低分子量Gタンパク質の ARFやRhoA、Rael、Cdc42により活性化されて、細胞内小
胞輸送や分泌反応に重要な役割を果たしていることが示唆されている。一方、PLD2に
ついては、 invitroではPIP2存在下で恒常的に活性化され、タンパク質性の活性化因子は
同定されていない。また、 PLD2の生理機能についてもほとんど解明されていないのが
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現状である。
このような状況下、細胞レベルおよび個体レベノレで、各 PIP5KとPLDアイソザイムの
生理機能を解析し、（ 1 ）神経成長因子（NGF）刺激したクロム親和性細胞腫PC12細胞
において、 PLD2はextracellularsignal-regulated kinase (ERK）の下流で活性化されて神経
突起の伸長に重要な役割を果たすこと、（ 2) PIP5K~は海馬神経細胞のスパイン形成を
負に制御すること、（ 3) PIP5Kαは、アレルギ一反応を負に制御していること、および
( 4) PIP5Ky66 lはAP-2adaptor complexと特異的に相互作用して、海馬神経細胞におけ
るシナフ。ス小胞のエンドサイトーシスを誘起することを明らかにした。
(1)PLD2はERKMAPキナーゼの下流で機能してNGF刺激依存的なPC12細胞の神経突起
伸長を促進する
PC12細胞において、 NGF依存的な神経突起の伸長には MAPキナーゼの一つである
ERKの活性化が必須であることが知られている。野生型PLD2あるいは活性欠失型PLD2
を誘導発現した PC12細胞における ERKの活性化を解析したところ、いずれの PLD2を
誘導発現させても ERKの活性化は影響されなかった。しかしながら興味深いことに、
ERKの上流、ンクゃナノレ分子で、ある MAPkinase-ERK kinase (MEK）の特異的阻害剤 PD98059
で野生型 PLD2を誘導発現した PC12細胞を処理すると、 NGF刺激依存的な神経突起伸
長と PLD活性化がともに抑制された。さらに、活性型MEKの過剰発現により形成され
る神経突起は野生型 PLD2の共発現により促進されること、および野生型 PLD2活性は
活性型 MEKにより活性化されることが明らかとなった。これらの結果から、 PLD2は
ERKの下流で機能して NGF刺激依存的な神経突起を促進するものと結論づけられる。
(2)PIP5Kpは海馬神経細胞のスパイン形成を負に制御する
我々は以前に、 PIP5Kは細胞形態形成に重要な役割を果たすことを示唆した。この知
見から、 PIP5Kが記憶 ・学習に重要である海馬神経細胞のスパイン形成に関与している
ことを想定してその解析を行った。マウス海馬の内在性PIP5Kpは、スパインマーカー蛋
白質である PSD95と同一の画分に分画され、マウスの発生過程における PIP5Kpの発現
パターンは PSD95の発現パターンと類似していた。これらの結果は、 PIP5Kpがスパイ
ンにおいて機能している可能性を示唆している。さらに我々は、マワス海馬神経細胞に
野生型 PIP5Kpを過剰発現させると、スパイン数が顕著に減少し、活性欠失型 PIPSKPを
過剰発現させるとスパイン数は増大することを見出した。これらの結果から、 PIPSKPは
スパイン形成を負に制御していることが示唆された。
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(3)PIP5Kαは、アレルギー反応を負に制御している
個体レベルでの生命現象における個々のPIP5Kアイソザイム特有の機能を解析するた
めに、PIPSKαのノックアウトマウスを作製し、それを解析した。その結果、PIP5Ka-1ー
マウスから調製した骨髄由来肥満細胞において、抗原刺激によるヒスタミン遊離が顕著
に允進していることが明らかとなった。さらに PIP5Ka-1・マケスにおいては、抗原刺激
による局所アレルギーおよび全身性アレルギーともに允進していることも明らかとなっ
た。これらの結果から、PIPSKαは抗原刺激による肥満細胞の過剰なヒスタミン遊離を抑
制することにより、アレノレギー反応を負に制御していることが示唆される。
( 4) PIP 5 K y661はAP-2複合体と相互作用して、海馬神経細胞におけるシナプス小胞のエン
ドサイトーシスに重要な役割を果たす
我々は、三種の PIPSKアイソザイムのα、P、yと二種類の PIP5Kyスプライシンクゃバリ
アントの PIP5Ky635とPIP5Ky661のうち、PIP5Ky661がAP-2複合体と特異的に相互作
用するという 、非常に新規で、興味深い知見を得た。これらの分子が相互作用する領域を
解析した結果、 PIP5Ky661 に特有の C末端 26 アミノ酸残基領域に AP-2 複合体の~2 サブ
ユニットの Earドメインが結合することが明らかとなった。さらに、この PIP5Ky661の
AP-2複合体との相互作用は、 PIP5Ky661のC末端26アミノ酸残基に存在する Ser645の
Cdk5によりリン酸化されると阻害され、その脱リン酸化により促進されることが invitro 
の解析から明らかとなった。初代培養海馬神経細胞を 45mM KClで脱分極刺激すると、
内在性 PIP5Ky661は脱リン酸化されて AP-2との相互作用が充進した。さらに、AP-2と
相互作用する PIP5Ky661のC末端領域を海馬神経細胞に強制発現させると、脱分極刺激
によるシナプ ト小胞のエンドサイ トーシスが顕著に阻害された。これらの結果から、海
馬神経細胞において、脱分極刺激に伴い PIP5Ky661は脱リン酸化されて AP-2と相互作
用し、シナプト小胞のエンドサイ トー シスを誘起することが示唆される。
本研究テーマに関するおもな発表論文を以下に掲載した。
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